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(54) Title: USE OF ACYLSULFONAMTDO-SUBSTITUTCD POLYMETHINE DYES AS FLUORESCENCE DYES AND/OR 
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(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON ACYLSULFONAMIDO SUBSTTTUIERTEN POLYMETHIN-FARBSTOFFEN ALS 
FLUORESZENZ-FARBSTOFFE UND/ODER MARKER 



(57) Abstract: The invention relates to novel polymethine dyes that contain at least one acylsulfonamido group according to for- 
mula (I) wherein n, Y, A and R have the meaning indicated in the claims, and at least one compound according to fonnuJae (a) to 

^ (n) indicated in the claims. The inventive polymethine dyes are useful as dyes and/or markers, especially for staining or martdng 

^ biomolecules. 

▼H 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifit neue Polymethinfarbstoffe enthaltend mindestens eine Acylsulfonamidogruppe ge- 
Q maB Formel (I), worin n, Y, A und R die in den AnsprUchen angegebene Bedeumng haben, sowie niindestens eine Verbtndung der 
^ in den Ansprilchen angegebenen Fbnneln (a) bis (n). Die erfindungsgem^fien Polymethinfaibstofife eignen sich zur Verwendung als 
^ Farbstoife und/oder Marker, insbesondere zum Anfarben oder Markieren von Biomolekulen. 
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Venvendune von Acvlsulfonamido substitutierten Polvmcthm-FarbstofTen als 



Fluoreszcnz-Farbstoffe und/ oder Marker 



5 In den letzten Jahren wurden immer empfindlichere und einfacher zu handhabende 
Detektionsmethoden entwickelt, die besonders in der Biotechnologie, wo geringe 
Substanzmengen fur cine Analyse zur Verfiigung stehen, eingesetzt warden. Hier 
fmden beispielsweise fluoreszente Detektionsmethoden immer weitere Verbreitung. 
Die FluoreszenzfarbstofTe werden als Label benutzt, um biologische Substanzen, w|e 

10 Proteine, DNA, RNA, Kohlenhydrate, Fette oder ganze Zellen zu markieren. Da je- 
doch viele der zu markierenden Substanzen selbst fluoreszente Eigenschaften im Be- 
reich um 400 bis SOO nm aufweisen sollten die zur Markierung einzusetzenden Farb- 
stoffe bei WellenlSngen oberhalb 500 nm, Oblicherweise im Bereich zwischen 500 
und 1200 nm, absorbieren. In diesem Welleniangenbereich sind auBerdem preiswerte 

1 S Laser Dioden als Lichtquellen verfUgbar. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Fluoreszenzfarbstoffe sind haufig mit 
hydrophilen oder aciden Gruppen substituiert, um die WasserlSslichkeit bei neu- 
tralem oder leicht basischem pH zu gewahrleisten. Dies erleichtert die Markierung 
20 von biologischem Material, das tiberwiegend im wSssrigen Medium funktionsfahig 
ist. Die Farbstoffe sollten aufierdem photostabil sein, um auch Messmethoden, die 
eine ISngere Bestrahlung beinhalten, zu erm6glichen. Viele der iSngerwelligen Farb- 
stoffe weisen jedoch keine ausreichende PhotostabilitSt auf. 

25 Die Farbstoffe werden kovalent oder auch adsorptiv an die biologischen Proben ge- 
bunden. Proteine, z.B. weisen mit der Sulfhydrylgruppe und freien Aminogruppen 
reaktive Reste auf, an die ein FarbstoffinolekQl kovalent gekoppelt werden kann. Des 
weiteren kdnnen sich hydrophile oder lipophile Farbstoffe adsorptiv an die hydro- 
philen und hydrophoben Domanen der Proteine anlagem. Ebenso konnen iiber 

30 ionische Wechselwirkungen Adsorptionen von ionischen Farbstoffen an Proteine 
stattfmden. 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



Die bisher hSufig in Bioassays eingesetzten Cyaninfarbstoffe (Waggoner et al. 
Bioconjugate Chemistry, 4,105-111,(1993). US 5,268,486. WO 97/13810) haben die 
Eigenschaft zu aggregieren. Es konnen sich neben dem Monomer noch H- Aggregate 
5 iind J- Aggregate ausbilden, je nach chemischer Umgebung, (z.B. pH-Wert) des Farb- 
stoffes. Dies wird in der Photographie ausgenutzt, da die Absorptionen der Aggregate 
hypsochrom bzw. bathochrom gegenOber der Monomerabsorption verschoben sind. 
Dieser Aggregationseffekt ist fur das Biolabeling jedoch unerwUnscht, weil er auch 
hier zu einer oder mehreren zusatzlichen Absorptionsbanden fuhrt. 

10 

HSufig werden Multiplexassays durchgeftihrt, bei denen mit verschiedenen Farb- 
stoffen markierte Proben bei verschiedenen WeilenlSngen angeregt werden. Urn eine 
ausreichende Trennung der Anregungs- und Emissionssignale zu erhalten, durfen die 
Absorptionen der Farbstoffkonjugate nicht uberlappen. Hier ist eihe scharfe, reprodu- 
1 S zierbare und von pH-Wert oder Ldsungsmitteleinflilssen unabhSngige Absorption der 
Farbstoffe wichtig. Die Aggregationsneigung der haufig verwendeten Cyaninfaib- 
stoffe verringert auBerdem die Intensitat der Fluoreszenz durch Quenching. Die 
emittierte Strahlung wird entweder direkt wieder reabsorbiert oder es kommt zu 
strahlungslosen Verlustprozessen der Energie. 

20 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Farbstoffe zum Biolabeln, die Cyaninfarb- 
stofTe stellen eine Klasse der Polymethine dar. Daneben sind aus der WO 97/40104 
beispielsweise QuadratsSurederivate als Farbstoffe fur das Biolabeling bekannt. 

25 Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue Fluoreszenzfarbstoffe 
als Fluoreszenzlabel oder FarbungsfarbstofTe mit veibesserten Eigenschaflen gegen- 
Uber den aus dem Stand der Technik bekannten Cyaninfarbstoffen zur Verf&gung zu 
stellen. Insbesondere solite die L5slichkeit in biologischen PufTersystemen sowie die 
Photostabilitat verbessert werden und besonders die Aggregationsneigung verringert 

30 werden. Gleichzeitig sollten die erfindungsgemaflen Verbindungen sich jedoch auch 
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durch eine hOhere Quantenausbeute sowie einen hdheren Extinktionskoeffizienten 
auszeichnen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polymethinfarbstoffe enthaltend 
mindestens eine Acylsulfonamidogruppe gemaB Fonnel (I) 



worin 

n fur 1,2,3, 4, 5, 6, 7, 8 Oder 9 

Y, A fur elektronenziehende Reste, vorzugsweise C=0 oder -S02-, und 
R fUr einen gegebenenfalls substituierten Alkyl- oder Aryb-est 
stehen und enthaltend mindestens eine Verbindung der folgenden Formeln: 




0) 



(a) 

.(CH2)„NCS , 



(b) 

-(CH2)„NCO. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von Poly- 
methinfarbstoffen enthaltend mindestens eine Acylsulfonamidogruppe gemaB Fonnel 
(I) zum AnfSrben und/ oder Biolabeln von Biomolekiilen. 

5 Erfindungsgemafie Polymethinfarbstoffe, die nicht nur zum Anfarben sondem zum 
Biolabeln durch Ausbildung einer kovalenten Bindung verwendet warden sollen, 
weisen neben einer Gruppe der Formel (I) zusatzlich mindestens eine Gruppe auf, die 
in der Lage ist eine solche kovalente Bindung auszubilden, derartige Gruppen sind 
erfindungsgemSB vorzugsweise 



(a) 

-(CH2),NCS. 



(b) 

-(CH2)„NCO . 
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Daher betrifft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung 
von Polymethinfarbstoffen enlhaltend mindestens eine Acylsulfonamidogruppe 
gemMB Formel (I) und mindestens eine zur kovalenten Bindung bef^higte Gruppie- 
rung ausgewahlt aus der Liste der folgenden Verbindungen: 
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Unter Biomolekulen sind im Sinne der folgenden Anmeldung Proteine sowie DNA 
und/ Oder RNA zu verstehen, AuBerdem kfinnen im Sinne der yorliegenden An- 
meldung auch Zellen als Biomolektile angesehen werden. Ebenso sind darunter auch 
5 kleine organische Molekule mit biologischer Wirkung zu verstehen. 

Polymethinfarbstoffe, die neben einer Verbindung der Formel (I) zusatzlich eine 
Gruppe ausgewShlt aus einer der Formeln (a) bis (n) aufweisen sind aus dem Stand 
der Technik noch nicht bekannt und stellen neue Verbindungen dar. Diese eignen 
10 sich insbesondere zum Biolabeki, da sie befahigt sind kovalente Bindungen auszu- 
bilden. 

Unter einer elektronenziehenden Gruppe im Sinne der vorliegenden Anmeldung 
sind sofem nicht anders beschrieben bevorzugt Gruppen zu verstehen, wie sie in 
IS March, Advanced Organic Chemistry, 3rd Ed., S.17 und S. 238 beschrieben sind. 

Unter Alkyl im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind sofem nicht anders defmiert 
lineare oder verzweigte, cyclische oder geradkettige, substituierte oder nicht sub- 
stituierte Kohlenwasserstoffe zu verstehen. Insbesondere handelt es sich dabei um 
20 Alkylgruppen mit 1 bis 12 C-Atomen, wie beispielsweise Methyl-, Ethyl-, Propyl-, 
Isopropyl-, Butyl-, t-Butyl-, Neopentyl- und 2-EthylhexyIgruppen. Diese kSnnen je- 
doch welter substituiert sein, besonders bevorzugt mit einer Carboxycarbonylgruppe. 

Unter Aryl im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind sofem nicht anders definieit 
2S aromatische Kohlenwasserstoffgruppen zu verstehen, wobei es sich vorzugsweise um 
5- Oder 6-gliedrige Ringsysteme handelt, welche monocyclisch aber auch als konden- 
sierte Ringsysteme vorliegen k6nnen. Es kann sich dabei sowohl um substituierte als 
auch um nicht substituierte Ringsysteme handeln. Besonders bevorzugt sind bei- 
spielsweise Phenyl- und Naphthylgruppen. 
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Es wurde iiberraschenderweise gefunden, dass bei Verwendung der erfindungsge- 
m&Ben Farbstoffe in biologischen Systemen, wie z.B. in Proteinkonjugaten oder in 
biologischen Puffermedien, die Aggregationsneigung der Polymethine im Vergleich 
zu Cyaninen oder QuadratsaurefarbstofFen mit Alkylsulfonaten oder Alkylcar- 
5 boxylaten wie sie in Patenten US 5,268,486, WO 96/00902, WO 97/13810 und WO 
97/40104 beschrieben sind, deutlich reduziert werden konnte. 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemSB zu verwendenen Farbstoffe liegt darin, 
dass durch den Substituenten die chromogenen Eigenschaflen der Polymethine nicht 

10 verSndert werden. Bisher wurden z.B. die FunktionalitSt fur eine verbesserte 
Ldslichkeit der CyaninfarbstofFe durch EinfUhren von Sulfogruppen in das am 
Chromophor beteiligte Arylsystem realisiert. Dies hat auch eine Verschiebung der 
spektralen Eigenschaflen zufolge, da die Substituenten elektronenziehende Wir- 
kungen batten. Die spektralen Eigenschaflen von unsubstituierten Arylcyaninen sind 

IS beschrieben und so kann man durch die Einfiihrung des Acylsulfons^urerestes das 
Farbstoffsystem ftir den Einsatz in z.B. einem Bioassay direkt abertragen. Dies er- 
spart langwierige Optimierungs- und Screeningarbeit. 

Weiterhin weisen die Farbstoffe mit Acylsulfonamidogruppen einen hohen Extink- 
20 tionskoeffizienten im Vergleich zu Alkylcarboxylaten auf. Dies fuhrt zu einem 
weiteren Vorteil in der Anwendung als Label: 

Bindet man die Farbstoffe kovalent als Label an z.B. ein Protein oder einen Anti- 
k5rper, dann wird das Konjugat durch das molare FarbstoCGl'roteingehaltsverhaltnis 
25 charakterisiert. Um ein ausreichendes Signal zu erhalten, muss eine bestimmte 
Menge FarbstofT an das Protein gebunden sein. Je hdher der Extinktionskoefiizient 
des Farbstoffs ist und damit seine Intensitat, um so sensitiver ist der Farbstoff als 
Fluoreszenzlabel, da die Fluoreszenzintensitat bei Absorptionen <0.05 vom Extink- 
tionskoeffizient abhSngig ist. 

30 



F = 0 KloECd 
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O = Quantenausbeute 
lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes 
e = ExtinktionskoefBzient 
5 c = Konzentration der Probe 

d - Schichtdicke 

Da sich die Farbstoffe jedoch bei rSumlicher Nahe quenchen^ sollte das Farb- 
stofi/Proteinvcrhaltnis nicht zu groB werden. Dies hat einen Verlust der Fluoreszenz- 
10 intensitat zufolge. Daher sind Farbstoffe mit hohen Extinktionskoeffizienten be- 
sonders geeignet als Fluoreszenzlabel. Bereits geringe Farbstoffinengen ergeben ein 
intensives Fluoreszenzsignal bei einem geringen molaren FarbstoffiProteingehalts- 
Verhaltnis. Quenchprozesse werden also minimiert. 

15 Als erfindungsgemafl einzusetzende Polymethinfarbstoffe eignen sich insbesondere 
Cyaninfarbstoffe, Merocyanine, Rhodacyanine, Styrolfarbstoffe, Quadratsaurefarb- 
stoffe und der Crotonsaurefarbstoffe, wie sie im folgenden in bevorzugten Aus- 
fuhrungsformen naher beschrieben sind, welche sich alle dadurch auszeichnen, dass 
sie zur erfindungsgemaBen Verwendung mindestens einen Substituenten gemaB der 

20 Formel (I) aufweisen. In einer weiteren AusfUhrungsform k3nnen auch die Poly- 
methinfarbstofTe der Formeln (1) bis (S) aneinander gebunden sein, dabei kdnnen so- 
wohl zwei oder mehr gleiche als auch verschiedene Farbstoffe aneinander gebunden 
sein. Erfindungsgemafie Polymethinfarbstoffe sind vbrzugsweise solche der im 
folgenden aufgefUhrten Formeln welche neben einem Substituenten der Fonnel (I) 

25 zusStzlich mindestens einen Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe der folgenden 
Verbindungen enthalten: 



(a) 

.(CH2)„NCS . 



(b) 

-(CH3)„NC0 . 
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1. Cyaninfarbstoffe: 



Als Cyaninfarbstoffe kommen erfindungsgem^ insbesondere solche der Formein la, 
1 b und/ Oder Ic in Frage 
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11 



Ya^Ya^Ya: 




'19 



'18 



i2 



Formel 1-a 



in der 



10 



15 



20 



Raio bis Ra hq unabhangig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen, 

n fiir 0, 1 ,2,3 Oder 4 steht, 

Yaii, Yai2 ^^13 unabhSngig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 
C Oder N stehen kSnnen wobei die Substituenten auch einen S- oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus bilden 
kOnnen, 



Aaji und Baj i unabhangig voneinander fiir O, S, Se, Te, N-Ram, C(Raii2)(R^^ll3) 
oder -C(Ra|i4)=C(Raii5)-, wobei Ra^ bis R^us unabhangig voneinander 
fur H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aryl 
oder gegebenenfalls substituiertes Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen 
kdnnen, 

mit der MaQgabe, dass mindestens einer der Substituenten RalO bis RallS 
ausgewMhh ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
-(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03\ 
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wobei 

I fUr eine Zahl zwischen 1 und 6, 

5 Z fur NH Oder IST steht und 

R bevorzugt flir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aiyl steht. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemaB einzusetzende Verbindungen der Formel la 
10 sind im folgenden aufgefuhrt 

Bevorzugte Verbindungen der Formel la 



I-al 
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Formel 1-b 
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in der 



Rb]o bis Rb no unabhSngig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten stehen 
kdnnen, 

5 

m fur 0, 1 ,2,3 oder 4 steht und 



Ybii, Yb]2 und Ybi3 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubsti- 
tuiertes C oder N stehen kOnnen wobei die Substituenten auch einen 5- oder 
10 6-gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus 

bilden kdnnen, 



mit der Mafigabe, dass mindestens einer der Substituenten Rbn bis Rbno 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
15 -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-<CH2)rN(R)-S03', 

wobei 

1 fUr eine Zahl zwischen 1 und 6, 

20 

Z ffir NH Oder N" steht und 



R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 In einer bevorzugten Ausfahrungsfomi bilden folgende Substituenten einen 5-oder 
6gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 



Der Substituent Rb^ zusammen mit Rbi2 und/oder Rbi4, der Substituent Rbi2 zu- 
sammen mit Rb|3 und/oder Rb] |, der Substituent Rbi4 zusammen mit Rbi5 und/oder 
30 I^h] ], der Substituent Rbjg zusammen mit Rb|9 und/oder Rbp, der Substituent Rb^ 
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zusammen mit Rbi^ und/oder Rb]g, der Substituent Rbi9 zusammen mit Rbno 
und/oderRb|3. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel lb: 




I-b2 




SO3H 
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Formel l-c 



in der 



10 



Rcji bis Rcno unabhSngig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten stehen 
kOnnen, 

m fur 0, 1 ,2,3 oder 4 steht, 



Ycji, Yci2 und YC13 unabhSngig voneinander fUr substituiertes oder unsubstituiertes 
C Oder N stehen k5nnen wobei die Substituenten auch einen 5- oder 6- 
15 gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus bilden 

konnen, 
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und 

Bcii fur O, S, Se, Te, N-Rcm, C(Rcn2)(Rcn3) oder -C(Rcn4hC(Rcii5)-, wobei 
Rcji bis Rcii5 unabhangig voneinander fUr H, gegebenenfalls substituiertes 
S Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aiyl oder gegebenenfalls substituiertes 

Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen konnen, 

mit der Maflgabe, dass mindestens einer der Substituenten RclO bis Rcll5 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)rCO-Z.S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO.R, und-<CH2)rN(R)-S03', 

10 

wobei 

1 fUr eine Zahl zwischen 1 und 6, 

15 Z fur NH Oder Wsteht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden folgende Substituenten einen 5-oder 
20 6gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Rcu zusammen mit Rci2 und/oder RC14, der Substituent Rci2 zu- 
sammen mit RC13 und/oder Rc]], der Substituent RC|4 zusammen mit RC]5 und/oder 
Rcij. 

25 

Vorzugsweise k5nnen die Substituenten Rc|7 bis Rchq die restlichen Glieder eines 
carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems bilden, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, 
die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen kOnnen. Rc]g kann zusammen mit 
Rci9 eine 7c-Bindung bilden und Rcp und RC} 10 kdnnen Substituenten darstellen. 
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Besonders bevoraugte Verbindungen der Formel Ic; 



I-cl 
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5 



20 



25 



23 



2. Merocyanine 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung eignen sich insbesondere Merocyanine gemaB 
der Formeln 2a und/ oder 2b 



Ra, 




y (CajT^k— Da^, 

Formel 2a 

in der 

1 0 Ra2i bis Ra25 unabhangig voneinander flir einen beliebigen Substituenten stehen, 

Ya2i, Ya22, Ya23, Ya24 unabhangig voneinander fur substituiertes oder un- 
substituiertes C oder N stehcn, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
IS konnen. 



m fflr 0,1,2,3,4 
o fflr 0,1,2 

Fa2i und Ca2i unabhangig voneinander fflr C=0, C=S oder C(Ra27)=, 



Ba2i und Da2] unabhangig voneinander fflr gegebenenfalls substituiertes C, N, O 
Oder S steht, 

Ra26 fflr O, S, oder einen weiteren helerocyclischen, gegebenenfalls substituierten 
5-oder 6-gliedrigen Ring steht 
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k,i,und j unabhSngig voneinander fur 0 oder 1 stehen 

Ra27, fUr H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht, 

5 

Aaji fur O, S, Se, Te, N-Rajg, C(Ra29)(Ra2io), -C(Ra2i i)=C(Ra2i2)-, 
wobei 

10 Ra28 bis Ra2i2 fur H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder 

Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen kSnnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Ra2i bis Ra25 bzw. Ra27 
bis Ra2i2 ausgewShlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02- 
15 Z-SO2-R, -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03' 

wobei 

20 1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fiir NH oder N" steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 

Vorzugsweise bilden die Substituenten Ra22 bis Ra25 die restlichen Glieder eines 
carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die 
gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen kOrmen. Ra22 kann zusammen mit Ra25 
eine n-Bindung bilden und Ra23 und Ra24 konnen Substituenten darstellen. 
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Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 2a! 



Il-al 



II-a2 
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II-a4 




NH 
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-27- 



N=C=0 
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Formel 2-b 



in der 



Rb2i bis Rb25 unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten stehen. 
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Yb2i, Yb22. Yb23, Yb24 unabhangig voneinander fUr substituiertes oder unsub- 
stituiertes C oder N stehen, wobei die Substituenten auch einen S*oder 
6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
kSnnen. 

5 

m fiir 0,1,2,3 Oder 4 steht 

o fUr 0,1,2,3 oder4steht 

1 0 Fb2 1 und Cb2 1 unabhangig voneinander fur C=0, C=S oder C(Rb27)=, 

Bb2i und Db2i unabhangig voneinander filr gegebenenfalls substituiertes C, N, O 
Oder S steht, 

IS Rb26 fur O, S, Oder einen weiteren heterocyclischen, gegebenenfalls substituierten 
S-oder 6-gliedrigen Ring steht 

k,i,und j unabhangig voneinander fiir 0 oder 1 stehen 

20 Rb27 fUr H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht, 

Vorzugsweise kdnnen folgende Substituenten einen 5-oder 6gHedrigen Caibo- oder 
Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

25 Der Substituent Rb23 zusammen mit Rb24 und/oder Rb22, der Substituent Rb22 zu- 
sammen mit Rb2i und/oder Rb23, der Substituent Rb24 zusammen mit Rb25 und/oder 
Rb23. 



Ab2i : O, S, Se, Te, N-Rbjg, C(Rb29)(Rb2io). -C(Rb2i i)=C(Rb2i2)-, 

30 
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Rb28 bis Rb2i2 kOnnen sein Wasserstoff, ggf. substituiertes Alkyl oder gegebe- 
nenfalls substituiertes Aryl, gegebenenfalls substituiertes Alkenyl, mit bis zu 20 C- 
Atomen, oder einer der unten angegebenen Substituenten, 

5 mit der Mafigabe, dass mindestens einer der Substituenten Rb2i bis Rb25 bzw. Rb27 
bis Rb2i2 ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch 
-(CH2)rS02-Z-S02-R, -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und 
-(CH2)rN(R).S03-, 

10 wobei 

I fttr eine Zah\ zwischen 1 und 6, 
Z fUr NH Oder N" steht und 

15 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 
Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 2b 
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U-b2 





II-b4 
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I-b5 

Rhodacyanine 

Als Rhodacyanine im Sinn der vorliegenden Anmelung werden insbesondere solche 
der Formeln 3a und/ oder 3b eingesetzt. 

5 




Formel 3-a 



in der 

10 

Ra3i bis Ra3ii unabhangig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten stehen, 

Ya3i, Ya32, Ya33, Ya34, Ya35 unabhangig voneinander fur substituiertes oder un- 
substituiertes C bzw. N stehen, wobei die Substituenten auch einen S-oder 
IS 6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 

k5nnen, 

p und r unabhangig voneinander fUr 0,1 oder 2 
20 Qa3 1 fiir O; N(Ra3 j 2), S oder Se 

Aa3j, Ba3 unabhangig voneinander fiir O, S, Se, Te, N-Ra3i3, C(Ra3i4) (Ra3i5) oder 
-C(Ra3i5)=C(Ra3]7)- stehen, wobei Ra3i2 bis Ra3i7 fur H, gegebenenfalls 
substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder filr 
25 einen beliebigen Substituenten stehen konnen. 
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mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Raai bis Raan ausgewMhlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)t-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03", 

5 wobei 

1 ftir eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fiir NH Oder N' steht und 

10 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden die Substituenten Ra32 bis Ra35 bzw. 
Ra35 bis Ra39 die restlichen Glieder eines carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems, 
IS das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen 
kSnnen. Ra32 kann zusammen mit Ra35 und /oder Ra35 zusammen mit Ra39 eine n- 
Bindung bilden und Ra33 und Ra34 bzw. Ra37 und Ra33 konnen Substituenten dar- 
stellen. 

Besonders bevorzuete Verbindungen der Formcl 3a 
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ra-a2 



in-a3 




wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



-36- 

Rb3ibisRb3n unabhSngig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten 
stehen, 

Yb3i, Yb32, Yb33, Yb34, Yb35 unabhangig voneinander fUr substituiertes Oder un- 
5 substituiertes C bzw. N stehen, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 

6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
konnen, 

p und r unabhangig voneinander fur 0,1 oder 2 

10 

Qb3 1 fiir O; N(Rb3 12), S oder Se 

Ab3i, Bb3i unabhangig voneinander fur O, S, Se, Te, N-Rb3]3, C(Rb3i4)(Rb3i5) 
oder -C(Rb3i^)=C(Rb3i7)- stehen, wobei Rb3ii bis Rb3i7 fllr H, gegebenen- 
15 falls substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder fUr 

einen beliebigen Substituenten stehen kSnnen, 

mit der MaOgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rbsi bis Rbai? ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
20 -(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z^CO-R, und-(CH2)rN(R)-S03', 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

25 

Z furNH Oder N'steht und 

R bevorzugt fUr gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 



30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden die Substituenten Rb35 bis Rb39 die 
restlichen Glieder eines carbo- bzw, heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 
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Ringe enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen kOnnen. Rb35 
kann zusammen mit Rb39 eine 7C-Bindung bilden und Ra37 und Ra3g kdnnen Sub- 
stituenten darstellen. Folgende Substituenten kdnnen einen S-oder 6gliedrigen Carbo- 
oder Heterocyclus bilden, der ggf. auch annelliert ist: 

Der Substituent Rb33 zusammen mit Rb32 und/oder Rb34, der Substituent Rb32 
zusammen mit Rb33 und/oder Rb3i, der Substituent Rb34 zusammen mit Rb35 
und/oder Rb33. 

Besonders bevorzugte Verbindungcn der Formal 3b 



CH— SO-NH-SO2-C3H7 



Ill-bl 
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in-b4 




C3H, 
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ni-b6 




Styrylfarbstoffe 



Besonders bevorzugt einzusetzende Styrylfarbstoffe im Sinne der vorliegenden Er- 
findung sind die Verbindungen der Formeln 4a, 4b, 4c und/ oder 4d. 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 




Formel 4-a 

5 in der 

Ra4ibisRa4ii unabhangig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten 
stehen , 

10 Ya4| und Ya42 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes C 
bzw. N, wobei die Substituenten auch einen S-oder 6gliedrigen, aliphatischen 
Oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden kdnnen. 

Aa4 fiir O, S, Se, Te, N-Ra4i2, C(Ra4i3)(Ra4i4) oder -C(Ra4i5)=C(Ra4i6)-, steht, 
15 wobei Ra4i2 bis Ra4i5 fiir H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder 

Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder einen beliebigen Substituenten stehen 
kdnnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Ra4i bis Ra4i6 ausgew^hlt 
20 ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 

-(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z.CO-R, und--(CH2)rN(R)-S03', 

wobei 

25 1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 



Z fiir NH Oder N" steht und 
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R bevorzugt f&r gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden die Substituenten Ra4g bis Ra4ii die 
restlichen Glieder eines carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 
5 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen kcinnen. 
Ra4g kann zusammen mit Ra4ii eine 7i-Bindung bilden und Ra49 und Ra4|Q konnen 
Substituenten darstellen. 



Folgende Substituenten kdnnen einen S-oder 6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus 
10 bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Ra45 zusammen mit Ra4g oder Ra45 mit Ra44, oder Ra45 mit Ra42, 
und/oder Ra4i mit Ra42 und/oder Rs^4 mit Ra43. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 4a 



IV-al 
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Formel 4-b 



5 
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in der 

Rb4|bisRb4ii unabh&ngig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 
stehen , 

5 

Yb4i und Yb42 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 
C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kfinnen und 

10 

n filr 0, 1 ,2,3, 4 oder 5 steht, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rb4i bis Rb4n ausgew^lt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
1 5 -(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und--(CH2)rN(R)-S03", 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

20 

Z fiirNH Oder hTsteht und 

R bevorzugt fUr gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden folgende Substituenten einen S-oder 
6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Rb45 zusammen mit Rb45 und/oder Rb45 mit Rb44, und/oder Rb45 
mit Rh^\, und/oder Rb4i mit Rb42 und/oder Rb44 mit Rb43. 

30 
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Der Substituent Rb49 zusammen mit Rb4io und/oder Rb48, der Substituent Rb4io 
zusammen mit Rb4|i und/oder der Substituent Rb4g zusammen mit Rb47. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 4b 
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IV-b4 



IV-b5 





5 in der 

Rc4i bis Rc4]o unabhSngig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten 
stehen , 

10 YC41 und YC42 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen. 



15 



fUr O, S, Se, Te, N-Rc4n, C(Rc4i2)(Rc4i3) oder 
-C(Rc4i4)=C(Rc4i5)-, steht, wobei RC411 bis RC415 fur H, ge- 
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10 



'47 



gebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder Alkenyl, mit bis 
zu 20 C-Atomen oder einen beliebigen Substituenten stehen 
kOnnen und 

n fUr 0, 1 ,2,3,4 oder 5 stehen kann, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rc4i bis RC415 ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)!-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)rCO-Z-S02-R. -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03', 



wobei 

1 ftir eine Zahl zwischen 1 und 6, 

15 Z fUrlSfH Oder ISTsteht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5-oder 
20 6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch aiuielliert ist: 

Der Substituent RC45 zusammen mit RC45 oder RC45 mit RC44, oder RC45 mit RC41, 
und/oder RC41 mit RC42 und/oder RC44 mit RC43. 

Die Substituenten RC47 bis RC410 bilden die restlichen Glieder eines carbo-bzw. 
25 heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenen- 
falls mehrere Substituenten tragen kdnnen. RC47 kann zusammen mit RC41Q eine 71- 
Bindung bilden und RC43 und RC49 kdnnen Substituenten darstellen. 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



-48 



Besonders bevorzuet einzusetzende Verbindungen der Formel 4c 



S=C=N 



IV-cl 



s 



H,C. 



IV-C2 




II )>-(CH=:CH)5 




(CH-)5— C 0-N, 




50;-NH-li-CH, 



'3^7 




IV-C3 



,J-cy\=CH~f~S-\ 

i.)rNH — ( y 



IV 



CHj-SOj— NH— CO-C4H9 
CH5-SO— NH— CO-C^Hg 
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Formel 4-d 



in der 



Rd4] bis Rd4]o 



unabh&igig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 
stehen , 
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Yd4^ und Yd42 unabhSngig voneinander fUr substituiertes oder unsubstituiertes 
C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kOnnen und 

5 

n filr 0,1,2,3,4 oder 5 stehen kaiin, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rd4i bis Rd4io ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
10 -(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)rN(R)-S03", 

wobei 

1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 

15 

Z fur NH Oder N^steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

20 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kOnnen folgende Substituenten einen 5-oder 
6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Rd45 zusammen mit Rd46 und/oder Rd45 mit Rd44, und/oder Rd45 
mit Rd4i, und/oder Rd4] mit Rd42 und/oder Rd44 mit Rd43. 

25 

Der Substituent Rd49 zusammen mit Rd4]o> und/oder der Substituent Rd4g 
zusammen mit Rd47. 
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Besonders bevorzuet einzusetzende Verbindungen der Formel 4d 



IV^l >=r 




(CHrCH)/ \— 1/ 



.CHj-CHj-NH-SOjH 



(CHj)j-NH-^^fj-C-(CHj)y-S-S-^^ 



IV-d2 



) — N V-CH:CH-CH=CH-CH=CH-(' 7-N 



^^=/ CHj-SOj-NH-SOj-CjHg 



IV-dS /= 




CH=CH-CH=CH 




N=C=S 



/CHj-CHj-C-NH-SOj-CHj 



CH2-CH5— <j-NH— SO^CHg 
O 



5. Quadratsauren 

Im Sinn der vorliegenden Erfmdung bevorzugt einzusetzende QuadratsSuren sind 
5 jene der Formeln 5a, 5b und/ oder 5c 




'510 



Formel 5-a 



wo 01/11370 

in der 
Ra5] bis 

Ya5i bis Ya54 

sund t 
k 

15 Ya52 
Ya53 

wobei 

20 

Aa5i und Ba5] 

25 



5 



10 



PCT/EPOO/07070 

52- 



unabhSngig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten 
stehen kOnnen 

unabhSngig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 
C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kdnnen. 

unabhangig voneinander fUr 0,1,2 oder 3 stehen, 

fbr 1 Oder 2 steht, 

furO,S, oder=NRa5n, 

fUr 0-Ra5i2, S-Ra5i3 oderN(Ra5i4)(Ra5i5), 



Ra5ii bis Ra5i5 unabhangig voneinander fur einen beliebigen 
Substituenten stehen kfinnen 



unabhangig voneinander fur 0, S, Se, Te, N-Ra5i5, 
C(Ra5i7)(Ra5|g) oder -C(Ra5i9)=C(Ra52o)-, stehen, wobei 
Ra5i5 bis Ra52o fUr einen beliebigen Substituenten, vorzugs- 
weise fUr H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl oder 
Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen stehen konnen, . 



30 



mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Ra^i bis Ras2o ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R. und-<CH2)i-N(R)-S03', 
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wobei 

1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 

5 Z fUr NH Oder IsT steht und 

R bevorzugt filr gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform bilden die Substituenten Ra52 bis Ra55 bzw. 
10 Ra55 bis Ra59 die restlichen Glieder eines carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, 
das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen 
kdnnen. Ra52 kann zusammen mit Ra55 und /oder Ra55 zusammen mit Ra59 eine tc- 
Bindung bilden und Ra53 und Ra54 bzw. Ra57 und Ra53 kdnnen Substituenten dar- 
stellen. 

15 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 5a 



V-al 
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V-a3 




.SO3H 
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-55- 



V-a4 
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COOH 
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-57- 



V-a8 




CH2-SO3H 
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-58- 



V-alO 




S03H 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 




Va-13 
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-60- 



V-al4 





510 



in der 



Rb5i bisRb5j2 



unabh^ngig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten 
stehen konnen 



Yb5i bis Yb54 unabhSngig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 

10 C bzw, N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 

gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kdnnen. 



01/11370 PCT/EPOO/07070 

-61- 

s und t unabhSngig voneinander fUr 0, 1 ,2 oder 3 stehen, 

k f&r 1 Oder 2 steht, 

Yb52 fur 0,S, oder =NRb5i3, 

Yb53 fur O^RbsH, S-Rbsis oder N(Rb5i6)(Rb5i7), 

wobei Rb5i3 bis unabhangig voneinander fllr einen beliebigen 

Substituenten stehen kfinnen, 



mit der Mafigabe, dass mindestens einer der Substituenten Rbsi bis Rbsn ausgew^lt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und-<CH2)i-N(R)-S03', 

wobei 

1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fur NH Oder N' steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5-oder 
6*gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 
Der Substituent Rb55 zusammen mit Rb55 und/oder Rb55 mit Rb54, und/oder Rb55 
mit Rbsi, und/oder Rb5i mit Rb52 und/oder Rb54 mit Rb53. 
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Der Substituent Rb59 zusammen mit Rb5g oder Rb5io zusammen mit Rb5i|, der 
Substituent Rhs\\ zusammen mit Rb5i2 und/oder der Substituent Rb53 zusammen 
mit Rb57. 

Bcsonders bevorzugte Verbindungen der Formel 5b 
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V-b6 
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Formel 5-c 

5 in der 

Rc5ibisRc5n unabhSngig voneinander fUr einen beliebigen Substituenten 
stehen kOnnen 

10 YC51 bis YC54 unabhdngig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen S-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kdnnen. 

1 5 s und t unabhMngig voneinander fiir 0,1,2 oder 3 stehen, 



k 



ftir 1 Oder 2 steht. 
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5 



15 



YC52 ftlr 0,S, Oder =NRc5 12, 

YC53 fiir O-RC513, S-RC514 Oder N(Rc5i5)(Rc5i5), 



AC51 ftir 0, S, Se, Te, N-RC517, C(Rc5i8)(Rc5i9) oder 

-C(Rc52o)^C(Rc52i)-, steht, wobei RC512 bis RC521 fiir einen 
beliebigen Substituenten, vorzugsweise fur H, gegebenenfalls 
substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 
1 0 C- Atomen stehen kdnnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rcsi bis Rcs2i ausgewShlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02.R, 
.(CH2)i-CO-Z.S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03\ 



wobei 



1 filr eine Zahl zwischen 1 und 6, 
20 Z fiir NH oder N" steht und 



R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform kSnnen folgende Substituenten einen 5-oder 
25 6gliedrigen Caibo- oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent RC55 zusammen mit RC55 und/oder RC55 mit RC54, und/oder RC55 
mit RC51, und/oder RC51 mit RC52 und/oder RC54 mit RC53. 

30 Die Substituenten RC57 bis RC510 bilden vorzugsweise die restlichen Glieder eines 
carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



-68- 

gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen kOnnen. RC53 kann zusammen mit RC59 
eine 7c-Bindung bilden und RC57 und RC510 kdnnen Substituenten darstellen. 

Besonders bevorzugte Verbindungcn der Formel Sc 
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V-c4 
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V-c6 




SO3H 
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Substituenten im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind beispielsweise Halogene, 
wie insbesondere F, CI oder Br zu verstehen, desweiteren Alkoxy-, Alkylthio-, Aryl- 
oxy-, Arylthio-, Acylamino-, Alkylsulfonamido-, Alkylsulfamoyl-, Alkylcaibamoyl-, 
Arylsulfonamido-, Arylsulfamoyl-, Arylcarbamoyl-, Alkyl-, Alkenyl-, Aryl-, 

5 Hetaryl-, Arylen-, Hetarylen-, Alkylen-, Alkoxycarbonyl-, Ureido- oder Cyan- 
gruppen. Weiterhin bevorzugt sind substituierte sowie nicht substituierte Cyclo- 
alkyl-, und auch substituierte sowie nicht substituierte Aryl-, insbesondere Phenyl- 
gruppen besonders bevorzugte Substituenten sind gegebenenfalls substituiertes 
Alkyl, Aryl, Sulfoalkyl, Carboxyalkyl, -(CH2)rS02-Z-S02-R, -(CH2)i-CO-Z-S02-R, 

10 -(CH2)i-S02-Z-CO-R, -(CH2)rN(R)-S03" wobei 1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6 
und Z filr NH oder N" steht und R bevorzugt fUr gegebenenfalls substituiertes Alkyl 
Oder Aryl steht. 

Unter Alkenyl im Sinne der vorliegenden Erfindung sind lineare oder verzweigte, 
IS cyclische oder geradkettige, substituierte oder nicht substituierte ungesattigte Kohlen- 
wasserstof&este zu verstehen wie beispielsweise Ethenyl, 2-Propenyl, Isopropenyl. 

Unter carbo- bzw, heterocyclischen Ringsystemen sind im Sinne der vorliegenden 
Anmeldung sind Ringsysteme bestehend ausvorzugsweise 4,5,6,7 oder 8 Kohlen- 

20 stoffatomen, wobei bis zu 3 Kohlenstoffatome durch Heteroatome wie insbesondere 
N, O, SE, oder S ersetzt sein kOnnen. Es kann sich bei den Ringsystemen um 
aliphatische oder aromatische Ringe handeln, vorzugsweise konnen 2, 3 oder 4 
gleiche oder verschiedene Ringe auch als kondensiertes System vorliegen. Unter car- 
bocyclischen aromatischen Gruppen im Sinn der vorliegenden Anmeldung sind vor- 

25 zugsweise S- oder 6-gliedrige kondensierte und/oder substituierte Ringsysteme insbe- 
sondere Phenyl- und Ns^hthyl zu verstehen. Unter ungesSttigten heterocyclischen 
Gruppen sind vorzugsweise S- oder 6-gliedrige Ringsysteme, welche monocyclisch 
aber auch als kondensierte Ringsysteme vorliegen kdnnen, zu verstehen. Als Hetero- 
atome kommen dabei insbesondere N, S und O in Frage. Ein Ringsystem kann vor- 

30 zugsweise zwischen 1 und 3 Heteroatome aufweisen, wobei es sich um die gleichen 
oder verschiedene Heteroatome handeln kann. Bevorzugt sind: Furyl, IndolyU 
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Thienyl, Pyrrolyl und Carbazolyl. Diese Gruppen kOnnen unsubstituiert oder vor- 
zugsweise substituiert sein. Dabei kOnnen auch carbocyclische aromatische Gruppen 
und ungesSttigte heterocyclische Gruppen selber als Substituenten auftreten, daninter 
soil auch die m5gliche Kondensation verschiedener Ringsysteme verstanden werden. 

Erfindungsgemafi insbesondere bevorzugte Verbindungen einer der Formeln 1 bis S 
sind im folgenden aufgefiihrt: 
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Erfindungsgetnafi kSnnen die Farbstoffe auch an AntikOrper konjugieit werden und 
2.B. in der Flow Cytometric eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser Polymethinfarb- 
stoffe besteht darin, dass filr nahezu jede Wellenlange zwischen 500 und 900 nm ein 
FaibstofT maBgeschneidert werden kann. Dies fUhrt dazu, dass auch Mehrfarbende- 
5 tektion mOglich ist. In der Flow Cytometrie konnen z.B. verschiedene Antikorper mit 
jeweils einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt werden und dann in einem Experiment 
mit einem geeigneten Detektionssystem simultan detektiert werden. Die spezifischen 
Antikorper erkennen dann verschiedene Epitope auf den Zellen. Eine Quantifizierung 
der Analyte ist mit diesen Systemen ebenfalls mSglich. Der Einsatz mehrerer 
10 fluoreszenzgelabelter AntikQrper liefert so einen hCheren Informationsgehalt pro 
Experiment. Dies bedeutet einen Kostenvorteil, insbesondere z.B. fUr klinische Tests. 

Desweiteren kOnnen mittels Labeling von miteinander wechselwirkenden Biomole- 
kulen durch Fluoreszenzresonanzenergietransfer auch qualitative bzw. quantitative 
1 5 Nachweisverfahren durchgefuhrt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
FarbstofTe zum Labeln von DNA» RNA oder Nukleotidanaloga wie PNA und kSnnen 
hier fUr NukleinsSureassays eingesetzt werden kSnnen. Oblicherweise werden hier 

20 aktivierte Farbstof&nolekQle an Nukleotide, Nukleoside, Nukleotidanaloga oder 
Oligonukleotide bzw. deren Analoga gebunden. Die Bindung erfolgt iiber eine 
nukleophile Gruppe der Nukleotide bzw. Analoga, welche mit dem aktivierten Farb- 
stoff reagiert, Obliche nukleophile Gruppen sind Aminogruppen, Thiolgnippen, Hy- 
droxylgruppen oder andere Gruppen. Die aktivierten Gruppen sind in der Kegel 

25 Derivate von Carboxylgruppen, wie N-Hydroxysuccinimidester, Isothiocyanate, 
Maleimide oder lodacetamidderivate. AuBerdem kann eine nukleophile Gruppe auch 
mit einem Phosphoamiditrest reagieren und so eine kovalente Bindung zwischen dem 
Fari^stoffmolektil und dem BiomolekQl entstehen. 

30 Als weitere Anwendung kdnnen die FarbstofTe auch an feste Phasen, wie z.B. poly- 
mere Beads gebunden werden oder in diese eingelagert werden. Die polymeren 
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Beads kdnnen funktionalisiert werden und ihrerseits als Fluoreszenzlabel in der Bio- 
analytik fungieren. 

Wie bereits beschrieben sind PolymethinfaibstofTe enthaltend eine Gnippe der 
S Formel (I) bereits aus der Fotografie bekannt, sie sind erhSltlich wie beispieisweise in 
EP 0 534 283, EP 0 530 511, DE 1 081 311 beschrieben. 

Demgegentiber sind Polymethinfarbstoffe enthaltend eine Gruppe der Formel (I) und 
gleichzeitig eine Gruppe die sie befUhigt kovalente Bindungen auszubilden, ausge- 
1 0 wShlt aus der Gruppe der folgenden Verbindungen: 



(a) 

-(CH2)„NCS. 



(b) 

.(CH2)„NC0. 



(c) 




NCS. 



(d) 



(e) 




(0 



(g) 




(i) 
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0) 



0-€ 



(k) 




(1) 





(m) 



Oder 



(n) 



.(CH,)„-NH-C-(CH,)-S-S-<^^ 



neu und im Stand der Technik noch nicht beschrieben. Im folgenden sind daher 
Synthesevorschriften aufgezeigt, wie derartig „aktivierte" FarbstofTe erhalten werden 
konnen: 

Synthesevorschriften filr die Herstellung von erfindungsgemSfien FarbstofTen F und 
J 

1 . Svnthese von F 



10 



HO OH 

o o 



+ EtOH 



n 

o o 

A 
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A 

0,15 mol 3,4-Dihy(lroxy-3-cyclobuten-l,2-dion wird 12 h in 150 mL absolutem 
Ethanol unter Rackfluss erhitzt. 
Das Reaktionsgemisch wird eingedampfl . 
5 Die Reinigung des Ols erfolgt durch Saulenchromatografie. 
Eluent: Methyl-tert.-butylether/iso-Octan 50:50 
Stationare Phase: AMICON 35-70 mic. 
Ausbeute: 48% 



10 



TEA 
EtOH 
reflux 



CH^ 



S^^A'^^a TEAM* 




1 

(C4He)4NOH1M in MeOH) 
reflux 



(C4H9)4N* O 

















0. h 


IH 



0,055 mol A , 0,0068 mol B und 0,0078 mol Triethylamin werden in 50 mL 
absolutem Ethanol am Riickfluss gekocht. Nach 35 min. wird 0,107 mol 
15 Triethylamin zugegeben. Nach 3,5 h ktihlt man ab. Man gibt Ethylacetat zu und 
dekantiert nach kraftigem RQhren. Diese Verfahrensschritte werden noch 3mal 
wiederholt. Man gewinnt ein Ol (C). 
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Hvdrolvse zu D 

Das Ol C wird in 0,145 mol (C4H9)4NOH (1 M in Methanol) unter Rtlckfluss erhitzt. 
Nach 30 min kuhlt man ab. 500 mL Aceton und 16 mL konzentriertes HCl werden 
zugegeben. Man filtriert den ausgefallenen FeststofTab. 
5 Ausbeute: 28 g 

H C CH3CN H3C CH3 

(SA- — ox.-' 

COOH 

E 



10 0,63 mol 2,3,3-Trimethylindolenin und 0,5 mol Br(CH2)5COOH werden 3 h in einer 
geringen Menge Acetonitril unter Riickfluss erhitzt. Die Temperatur des Reaktions- 
gemisches betragt HO^C. Man gibt 0,5 mol EssigsSure zu und kOhlt auf lOO^'C ab, 
AnschlieQend gibt man 250 mL Methylethylketon zu und kiihlt welter im Eisbad auf 
15°C ab. Man filtriert den ausgefallenen FeststofT ab und trocknet bei SO^C. 

15 Ausbeute: 75% 

1 ) Essigsaure 

•Uj^-NH, H,C^cH3 " O 1QQ-CH, 

G 

G 

20 3,5 mol Phenylhydrazin-4-sulfonsSlure und 1,9 L EssigsSure werden auf 105X 
erhitzt. Im Verlauf von 30 min tropft man 4,8 mol 3-Methyl-2-butanon zu. Nach 1 h 
50 min entfemt man die Heizquelle und gibt man 4,2 mol Kaliumacetat in 3,5 L 
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Methanol zu. Man kOhlt weiter im Eisbad ab und filtriert den ausgefallenen FeststofT 
ab. Mit Ethylacetat wird nachgewaschen. 
Ausbeute: 77% 



Butylacetat 
^ reflux H 

5 " 
H 

26,8 mol Chloracetylchlorid und 25,5 mol Methansulfonamid werden in 10,2 L 
Butylacetat langsam am Riickfluss gekocht. Nach 8 h kuhlt man auf 20*^0 ab. Der 
ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und in 4 L Butylacetat gertihrt. Der ausge- 
10 fallene Feststoff wird bei 50^C im Umlufttrockenschrank getrocknet. 
Ausbeute: 74% 




H3C 

15 B 

2,5 mol G und 2,5 mol H werden in 1,3 L Sulfolan auf ISO^'C erwarmt Nach S h und 
SO min kuhlt man auf 50*^C ab. Man gibt 2,S L Aceton zu und kiihlt weiter bis auf 
Raumtemperatur. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und mit Aceton nachge- 
waschen. Man rOhrt den ausgefallenen Feststoff in 1,6 L warmem entmineralisiertem 
20 Wasser. Man gibt 1,6 L Ethanol zu und kiihlt ab. Der ausgefallene Feststoff wird ab- 
filtriert xmd mit Ethanol nachgewaschen. 
Ausbeute: 53% 
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In einem Kolben mit Dean-Stark- Abscheider werden 4,7 g D, 3,5 g E und 1,4 mL 
S Triethylamin in n-Butanol/Toluol am Rttckfluss gekocht. Nach 2,5 h kOhlt man ab. 
Man extrahiert 3 mal mit Wasser. Das Reaktionsgemisch wird eingedampfl und da- 
nach emeut in Ethanol gelSst. Man gibt 3 g Kaiiumacetat zu und filtriert ab. Man 
ninmit den ausgefallenen Feststoffin Wasser auf und gibt Aceton zu. Man dekantiert 
und gibt emeut Aceton zu. Diese Verfahrensschritte werden wiederholt, bis Aus- 
10 fallung aufiritt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert. 

2, Svnthese von J 

n P' HC Sulfolan ^ o ^aO. CH, 

G I COOH 

15 

I 

0,1 mol G und 0,12 mol Br(CH2)5COOH werden in 35 mL Sulfolan auf HO^'C er- 
warmt. Nach 3 h gibt man 100 mL Dimethylacetamid zu und kiihlt auf Raum- 
temperatur ab, Man filtriert den ausgefallenen Feststoff ab und wSscht auf dem Filter 
20 mit Dimethylacetamid nach. Man kocht den ausgefallenen Feststoff in Aceton. Nach 
dem Abkahlen filtriert man und trocknet im Umlufttrockenschrank bei 50 °C. 
Ausbeute: 90% 
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J 

4,7 g D und 3,5 g I werden 2 h und 10 min in 80 mL n-Butanol/Pyridin (7:1) am 
5 Rflckfluss gekocht. Man kiihlt auf Raiimtemperatur ab und filltriert den ausgefallenen 
Feststoff ab. Auf dem Filter wird mit n-Butanol bzw. Aceton nachgewaschen. Man 
nimmt den ausgefallenen Feststoff in 7 mL entmineralisiertem Wasser auf und gibt 
unter Ruhren 30 mL Acetonitril zu. Man dekantiert die fltlssige Phase und gibt unter 
Ruhren abermals Acetonitril zu. Man dekantiert die flussige Phase und ruhrt das 01 
10 mit 40 mL gesSttigter Natriumchlorid-Lfisung. Die feine Suspension wird zentri- 
fugiert und die fltlssige Phase dekantiert. Man I5st den ausgefallenen Feststoff in 
Methanol und filtriert das Natriumchlorid ab. Das Filtrat wird eingedampfl. Man 
trocknet bei 50°C 
Ausbeute: 1,57 g (18,5%) 

15 

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von Succinimidylestem aus Polymethinfarb- 
stofFen mit Carboylfunktionen 

20 Die vorliegende Vorschrift beschreibt die Herstellung von Succinimidylestem aus 
Polymethinfarbstoffen mit mindestens einer Carboxylfunktion. Diese Ester kOnnen 
dann zum Labein von BiomolekQlen wie Proteinen, Antikdrpem oder Nukleinsauren 
benutzt werden. 

25 0.05 mmol FarbstofT werden mit Disuccinimidylcarbonat (1.5 Equivalente pro 
Carboxylgruppe) in 40mL DMF geldst und eine Spatelspitze Dimethylaminopyridin 
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zugegeben. 3 Std. wird bei 40^C gerOhrt. Nach AbkOhlen wird der Oberstand in 1 ml 
Aliquots auf Glasvials veiteilt. Das L5sungsmittel wird im Vakkuum abgedampft 
und bis zur Verwendung im Dunkeln bei 4°C gelagert. 

5 Das Rohprodukt wird direkt zum Labeln von Proteinen benutzt. 

AUgemeine Vorschrift zum Labeln von Proteinen 

Zum Labeln wird das Rohprodukt (1 Aliquot) in 1 ml DMF gelost. 50 nl dieser 
10 Losung werden zu 1,5 mL ( =lmg) Anti-HSA- Losung in O.l M Carbonatpuffer pH 
9.2 pipettiert. Die ReaktionslQsung wird 2 Stunden bei RT geriihrt. 

AnschlieBend trennt man das Konjugat vom ungebimdenen Farbstoff mittels Gelper- 
meationschromatographie iiber eine Sephadex G50 S&ule ab, die zuvor mit PBS» 
1 5 pH 7.4 equilibriert wurde. 

AUgemeine Vorschrift zum Labeln von Oligonukleotiden mit Farbstoff 

Die FarbstofFe k3nnen auch fUr das Markieren von DNA oder RNA-Nukleotiden 
20 oder Nukleotidanaloga eingesetzt werden. 
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SO nimol aktivierter Farbstoff, z.B. Isofhiocyanat K werden in 50 ml DMF oder 
5 Acetonitril gelSst. 10 nmol NH2-01igonukleotid werden in 150 jil 50 mM Caibonat- 
puffer, pH 9.2 vorgelegt und langsam 75 nmol Farbstoff hinzupipettiert. Die Losung 
wurde 3 bis 5 Std. bei 25°C gerOhrt unter Lichtausschluss. 



Aufrcinigung dcs Oligonukleotids 

Die Reinigung des gelabelten Oligonukleotids von ungebundenem Farbstoff und un- 
gelabelter DNA erfolgte iiber RP-HPLC tiber eine C8-Saule. Es wurde mit einem 
linearen Gradienten, z.B. von 70 % Wasser bis 100 % Methanol uber 30 min. eluiert. 



15 Die Fraktionen, die bei 254 nm und dem Absorptionsmaximum des Farbstoffs 
gleichzeitig absorbieren wurden gesammelt und im Vacuum vom L6sungsmittel ent- 
femt. 

Zur weiteren Verwendung des modifizierten Oligonukleotids kann dieses noch durch 
20 Ethanolprazipitation von UberschQssigen Salzen getrennt werden. 
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Beispielc 

Tabelle 1 zeigt die relativen Quantenausbeuten der Farbstoffe bei Shnlichen molaren 
FarbstofB'Protein-Verhaitnissen. Als Protein wurde HSA (Human Serum Albumin) 
5 verwendet 



Farbstoff 


D/P Ratio 


reiiQ.Y. 


ExtinktioDskoeffizient . 
[mor'*cin** 


Sq-1 (Bsp.) 


0.36 


0.64 


172000 


Sq-2 (Bsp.) 


0.40 


1.0 


234000 


F(Inv) 


0.37 


1.35 


420000 


J(Inv.) 


0.46 


1.36 


240000 



Tabelle 1 



Bestimmung des molaren FarbstoflyProteinkocffizienten 

10 Die Proteinkonzentration wird mittels der BCA-Methode von Pierce (Literatur: 
Bradford, M.M.; Anal. Biochem. (1976) 72, 248-254) bestimmt, Eine Eichkurve fUr 
anti-HSA wurde zuvor erstellt. 

Die Farbstofflconzentration wird Qber das Absorptionsspektrum bestimmt. 

15 

Bestimmung der Quantenausbeute 

Die Bestimmung der Quantenausbeute erfolgt relativ zu Cy5 



20 



Bestimmung des Extinktionskoeffizienten 

Der Bxtinktionskoeflizient wurde unter Annahme der Giiltigkeit des Beer'schen 
Gesetzes bestimmt. 
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Labeln von aktiviertem FarbstofFF an Anti-HSA 

Zum Labeln wird das Rohprodukt (1 Aliquot) in 1 ml DMF gel6st. SO \il dieser 
LOsung werden zu 1,5 mL ( =lmg) Anti-HSA- Ldsung in CaibonatpufTer pH 9.2 
pipettiert. Die ReaktionslOsung wird 2 Stunden bei RT unter Lichtausschluss geruhrt. 

5 

AnschlieBend trennt man das Konjugat vom ungebundenen FarbstofF mittels Gel- 
permeationschromatographie Uber eine Sephadex G25 Saule ab. Als Elutionspuffer 
wird PBS, pH 7.4 benutzt. 

10 In analoger Weise warden Proteinkonjugate von den anderen Farbstoffen, die in 
Tabelle 1 angegeben sind, hergestellt. 

Tabelle 1 zeigt, dass die erfindungsgemlU3en FarbstofTe h6here Quantenausbeuten 
und Extinktionskoeffizienten aufweisen als z.B. CyS. Daher sind sie besonders 
1 5 geeignet als Fluoreszenzmarkeer in der Bioanalytik. 

Die FarbstofOconjugate der erfindungsgemaBen Farbstoffe zeigen geringere Aggre- 
gationsneigung als bisher ilbliche PolymethinfarbstofTe. Dies wird in Tabelle 2 deut- 
lich. 

20 

Tabelle 2 



Absorption Monomer/Absorption Dimer 




Wasser 


2,0 M NaCI 


3,8 M NaCI 


CYS 


3,12 


3,18 


3,19 


Sq-3 


2,98 


2,14 


1,78 


Sq-1 


4,65 


4,48 


3,40 


Sq-2 


2,96 


2,98 


1,36 


F 


2,89 


2.81 


2.81 


J 


4,40 


4,35 


4.40 
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HO^O HO^O 
Sq-3 

5 Die Intensitat der Absorption im Absorptionsmaximum des Monomers ist ein 
relatives Mafi fiir die Konzentration des Monomers in der Losung. gleiches gilt fiir 
die Konzentration des Aggregates, diese kann mit der IntensitSt der Absorption im 
Absorptionsmaximum des Aggregates, welches hypsochrom gegenuber dem Mono- 
mer verschoben ist, korreliert werden. 

10 

Tabelle 2 zeigt das Verhaitnis der Intensitaten der Absorptionsmaxima des Mono- 
mers und Aggregates. Die steigende Salzkonzentration bewirkt eine Zunahme der 
Aggregatbildung. Der erfindungsgem^e FarbstofT J zeigt gegentiber CYS eine 
deutlich geringere Aggregatbildung. Quadrats^urefarbstoffe wie Sq-1 bis Sq-3 haben 
IS keine stabile eigenschaften hinsichtlich der Aggregatsbildung. diese nimmt mit 
steigender Salzkonzentration zu. 

Die erfindungsgemaUen Farbstoffe F und J zeigen dagegen stabile Eigenschaften, 

20 Lichtstabilitat 

Die Lichtstabilitat wurde bestimmt, indem FarbstofflOsungen dem Tageslicht aus- 
gesetzt wurden. die Absorption der Losungen variierte zwischen 1,4 und 1,6 O.D. 
Die Abnahme der Absorption im Laufe der Zeit ist ein MaB fiir die Lichtstabilitat der 
25 Farbstoffe. Es wurden diese Bedingungen gewahit, weil auch das Handling der Farb- 
stofTe manuelle Arbeitsschritte beinhaltet, die die Farbstoffe dem Tageslicht aus- 
setzen. Bei CYS ist deutlich erkennbar, dass sich bereits nach 30 min. Die Ab- 
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sorption um 12 % gefallen ist. Dies ist bei den erfindungsgemSBen Farbstoffen nicht 
der Fall, so dass diese auch benutzerfreundlicher sind, durch Erhalt einer stabilen Ab- 
soq>tion. 



Uchtstabllittt der Farbvtoffo 




0 S0 100 1S0 200 2S030035O40O4SO 
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Patentansprflche 

I. Polymethinfarbstoffe enthaltend mindestens einen Substituenten der Formel 

5 

worin 

10 n fttr 1,2, 3, 4,5,6,7,8 oder 9 bedeuten 

Y, A fur elektronenziehende Reste, vorzugsweise C=0 oder -S02-, und 
R fiir einen gegebenenfalls substituierten AlkyI- oder Aiylrest stehen 

15 

und mindestens einen Substituenten ausgewiihlt aus der Gruppe, die gebildet 
wird durch 
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2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei 
dem Polymethinfarbstoff um einen CyaninfarbstofF, Merocyanin, Rhoda- 
cyanin, Styrolfarbstoff, QuadratsSurefarbstoff und/oder Crotonsaurefarbstoff 
handelt. 

3. Verwendung von mindestens einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 
Oder 2 zum Markieren von BiomolekUlen durch kovalente Bindung. 

4. Verwendung von mindestens einem Polymethinfarbstoff enthaltend eine 
Gruppierung der Formel (I) zum Anf&rben von Biomolekulen. 
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* Besondere Kategorlen von angegebenen Verdftentllchungen 

'A* Verdffentrichung, die den allgemelnen Stand der Technik definied, 
aber nIchI als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E* dJteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem Intemattonalen 
AnmekJedalum verOffentlteht worden ist 

'L* VerOffentllchung, die geeignel ist. einen PriorflStsanspruch zwelfelhafl er- 
scheinen zu lessen. Oder durch die das VerOffentllchungsdatum einer 
anderen tm Recherchenbericht genannten Veronentllchung belegl werden 
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'0* Ven&tfenilichung, die sich auf eine mOndllche Offenbarung, 
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Theorie angegeben IsT 
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•y VerCffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht a(s aul erfindertscher TaiigKeit beruhend betrachtet 
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Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recheicNerbar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Gemdl3 ArtiKel 17(2)a) wurde aus folgenden Grflnden ror bestlmmte AnsprOche Kein Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprOche Nr. 

well sle sich auf Gegenstdnde beziehen, zu deren Recherche (fie Behdrde nichtverpflichtet ist, ndmllch 



2. H Anspruche Nr. 1-4 (te1lwe1se), 5 (vollstandig) 

well sle sich auf Telle der intematlonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eine einnvoile intematicnale Recherche nicht durchgefuhrt warden Icann. ndmlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I Anspritehe Nr. 

well es sich dabel urn abhdngige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Few II Bemert<ungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Ertindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat f^stgestellt, dati diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthdlt 



1 . I I Da der Anmelder aile erforderllchen zusdtzttchen RecherchengebOhren rechtzeldg entrichtet hat, erstreckt sich dleser 
' — ' intematlonale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren AnsprOche. 

2 I I Da fiir aile recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte. hat die BehOrde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einlge der erforderflchen zusdtzllchen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' — ' internattonaie Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren entrichtet worden sInd, namlk;h auf die 
AnsprOche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zuefltzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschr&ikt steh daher auf die in den Anspruchen zuerst enwIUinte Erfindung; dese ist in folgenden Anspruchen er- 
faet: 



Bemerkungen MnslchUich eines Widerspruehs |^ o^e zusatzltchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspmch gezahIL 

I I Die Zahlung zusdtzlicher FtecherchengebOhren erfblgte ohne Wkterspruch. 
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Alle geltenden Patentanspriiche bezlehen sich auf eine unverhaltnlsmaBig 

groBe Zahl mogllcher 

Verblndungen. 

In der Tat umfassen sie so viele Polyinethlnfarbstoffe mit entsprechender 
Subst1tu1erung (SubstUuenten der Forme! (I) einerselts sow1e der Formeln 
(a) b1s (n) andereselts), daS sie 1m S1nne von Art. 6 PCT In einem 
solchen MaBe unklar (und/oder zu weitlaufig gefasst) erschelnen, daB eine 
Sinn voile Recherche undurchfuhrbar 1st. 

Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerlchtet, 
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Der Anmelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patent ansprOchen, auf Erflndungen, fur die kein Internatlonaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normalerwelse nicht Gegenstand einer 
Internatlonalen vorlauflgen PrCifung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als mit der Internatlonalen vorlauflgen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also In der Regel kelne vorlauflge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
Internatlonalen Recherchenberlchtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue PatentanprOche vorlegt. 
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